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Stevia rebaudiana B. es una planta herbácea originaria de Paraguay, contiene un edulcorante 
natural bajo en calorías, esta planta aporta una contribución significativa a la vida humana, 
puesto que ofrece una solución para las personas con diabetes y obesidad, al ser sustituida por 
la azúcar de caña. La propagación de esta especie es principalmente por esquejes; pero con este 
método de reproducción se obtiene bajo número de individuos por planta, otra forma es por 
semillas, esto implica recombinación genética y la tasa de germinación es muy baja o nula para 
considerarse efectiva para el cultivo. Se formuló un protocolo de establecimiento in vitro de 
Stevia rebaudiana B. a partir de ápices meristemáticos, utilizando medio nutritivo a diferentes 
combinaciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y ácido naftalenacético (ANA), para ello se 
midieron las variables formación de brotes, tamaño de los brotes y período de brotación, se 
utilizaron las sales de Murashige y Skoog suplementadas con las dosis de fitorreguladores T1: 
0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, T2: 0.40 mg/l 6-BAP + 0.050 mg/l ANA, y T3 sin 
fitorreguladores, se obtuvo diferencia estadísticamente significativa en la variable formación de 
brotes destacándose el Tratamiento 1 con el mayor número de brotes, para la variable tamaño 
de los brotes no hubo diferencia estadísticamente significativa puesto que los 3 tratamientos 
presentaron promedios de longitudes similares, se determinó al Tratamiento 1 como el mejor 
tratamiento para el protocolo del establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. ya que 
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1FDA: Food and Drug Administration. 
2CENTA: Centro Nacional de Tecnología Agropecuaria y Forestal “Enrique Álvarez 
Córdova”. 
3ENA: Escuela Nacional de Agricultura “Roberto Quiñonez”. 
46-BAP: 6-bencilaminopurina 
5ANA: ácido naftalenacético 
1. Introducción 
La especie Stevia rebaudiana B. pertenece a la familia de las asteráceas, usada por sus 
propiedades edulcorantes y por poseer muy bajo contenido calórico, que aporta el esteviósido y 
rebaudiósido, sustancias aprobadas por la FDA1, siendo una alternativa saludable para pacientes 
diabéticos considerando que no aumenta los niveles de glucosa en la sangre; adicionalmente se 
le atribuyen propiedades antibióticas. 
En El Salvador, se han identificado cuatro sitios en los que se cultiva “stevia”: Cantón 
El Carmen en Cojutepeque departamento de Cuscatlán, San Juan Opico departamento de La 
Libertad, CENTA2 (Banco de Germoplasma), ENA3 y Santo Domingo en San Vicente (Mejía 
et al., 2014). 
La propagación de esta especie es principalmente por esquejes; pero con este método de 
reproducción se obtiene bajo número de individuos por planta, otra forma es por semillas pero 
esto implica recombinación genética y la tasa de germinación es muy baja o nula para 
considerarse efectiva para el cultivo. 
Como alternativa de propagación de esta especie, la técnica de cultivo de tejidos 
vegetales permite la obtención de plantas con las mismas características de la planta madre. Con 
esta técnica se alcanza una propagación masiva, que permite mayor control sobre la sanidad del 
material y conservación de su pureza varietal. 
La investigación consistió en el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. a partir 
de la extracción de ápices meristemáticos, utilizando las sales de Murashige y Skoog, 
considerando dos fitorreguladores vegetales: 6-BAP4 y ANA5 a diferentes concentraciones. Con 
los resultados obtenidos, se formuló un protocolo de establecimiento in vitro de Stevia 




2. Revisión de la literatura 
2.1 Origen y distribución 
Al referirse al origen de la especie Stevia rebaudiana B. se distribuye en gran parte de América:  
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni es una planta originaria del Sudeste de Paraguay, de 
la parte selvática subtropical de Alto Paraná. Esta planta fue usada ancestralmente por 
sus aborígenes, como edulcorante y medicina. Sin embargo, el género Stevia consta de 
más de 240 especies de plantas nativas de Sudamérica, Centroamérica y México, con 
muchas especies encontradas en lugares tan lejanos como Arizona, Nuevo México y 
Texas. Por siglos las tribus Guaraníes de Paraguay y Brasil usaron especies diferentes 
de “stevia” y principalmente, Stevia rebaudiana B.; ellos la llamaron ka’a he’ê o yerba 
dulce (Martínez, 2015, p.6). 
Stevia. Rebaudiana B. cuenta con más de 144 variedades a nivel mundial, destacando a 
Morita 2, esta especie presenta numerosos eco tipos; también la variedad Ariete es actualmente 
muy cultivada, debido a su mayor edulcoración. La variedad Morita 2 fue desarrollada en Japón 
por Toyosigue Morita, la ventaja de esta variedad es que presenta mayores rendimientos de hoja 
seca y mejor contenido químico que las otras variedades. (Martínez, 2015). 
2.2 Clasificación taxonómica de la especie. 












2.3 Botánica de la especie 
2.3.1 Raíz.  
Las raíces son fibrosas, filiformes y perennes, formando abundantes reservas, 
distribuyéndose en la superficie de la tierra; es la única parte de la planta que no contiene 
esteviósido, las raíces finas se juntan alrededor de la superficie del suelo y raíces más gruesas 
en las zonas más profundas (Ramesh, Singh y Megeji, 2006) (Ver fig. 1). 
2.3.2 Tallo. 
El tallo es erecto, subleñoso y  pubescente; durante su desarrollo inicial no posee 
ramificaciones, sin embargo después del primer ciclo vegetativo forma numerosos tallos, puede 
alcanzar hasta 90 cm de altura en su hábitat natural y en los trópicos puede llegar a tener alturas 
superiores a 100 cm (Martínez, 2015) (Ver fig. 2). 
Figura 1. Raíz de Stevia rebaudiana B. 





La planta posee hojas elípticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan 
disposición opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su madurez 
fisiológica (Martínez, 2015) (Ver fig. 3). 
 
2.3.4 Inflorescencia. 
La flor es hermafrodita, pequeña y blanquecina; su corola es tubular, pentalobulada, en 
capítulos pequeños terminales o axilares, agrupados en panículas corimbosas. La planta es auto 




Figura 3. Hojas de Stevia rebaudiana B. 




2.3.5 Fruto y semilla. 
El fruto es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil) y es diseminado por 
el viento, la semilla tiene un pequeño endospermo (Martínez, 2015) (Ver fig. 5). 
  
2.3.6 Contenido dulce de glucósido en partes de la planta. 
En la planta de “stevia” se encuentran diez glucósidos de los cuales el esteviósido y el 
rebaudiósido A, son de los más importantes, las planta contiene diferentes cantidades de 
glucósido y  esteviósido, de acuerdo al siguiente orden de mayor a menor: hojas, flores, tallos, 
semillas.  La raíz es el único órgano que no contiene esteviósido (Sparks, 2006). 
En 1997 Ngowata purificó el extracto de stevia obteniendo un Esteviósido, un polvo 
blanco y altamente higroscópico, por lo cual hay que mantenerlo en un envase hermético para 
evitar la humedad. En la producción a gran escala se utiliza el mismo método anterior, salvo 
para el paso final que genera productos secos mediante el uso de una secadora en aerosol.  
Los investigadores informaron que de 3000 g de Estevia se podía producir 101,5 g de 
polvo fino de color amarillo de Esteviósido. Extractos de la Stevia rebaudiana B. se utilizan 
como edulcorante natural o en suplementos dietéticos por su contenido de glucósidos: 
Esteviósido y rebaudiósido con características químicas y farmacológicas adecuadas para su uso 
en la alimentación humana. Los principios de la Stevia rebaudiana B. se deben a sus 




componentes naturales activos presente en las hojas que son el Esteviósido y rebaudiosidos. El 







Las substancias del tipo glucósidos conocidas como steviósidos, rebaudiósidos en su 
forma pura pueden tener un poder endulzante 300 veces más dulce que el azúcar de mesa. Como 
referencia se dan las siguientes equivalencias: 1 Kg. de hoja seca y molida de estevia endulza 
150 Litros de agua, 1 Kg. de Esteviosido endulza 1,500 Litros de agua y 1 Kg. de azúcar endulza 
25 Litros de agua (Martínez, 2015). 
Las hojas de la planta son 30 veces más dulce que el azúcar y el extracto o edulcorante 
puro es 300 veces más (Martínez, T., 2002 cit. Por Martinez, 2015 p. 56). 
2.4 Plagas y enfermedades 
La “stevia” es una planta susceptible al ataque de plagas y enfermedades, sus mayores 
problemas fitopatológicos son los ocasionados por hongos y nematodos, como se muestra en la 
tabla 1, mientras que las plagas más frecuentes son: los ácaros e insectos masticadores, 
raspadores y succionadores. Estos factores inciden negativamente en el rendimiento y calidad 
del producto, debiendo realizarse un estricto control de plagas (Martínez, 2015).  
 
 
Figura 6. Estructura química de Steviosido (der) y rebaudiosido A (izq) de Stevia rebaudiana B. 
recuperado de Dulcosides A and B, Kobayashi, M., Horikawa, S., Degrandi, I.H., Ueno, J. and 
Mitsuhashi, H. (1977) p. 22 






Géneros de hongos causantes de enfermedades en el cultivo de “stevia”. 
Síntomas Genero Órgano atacado 
Marchitamiento Fusarium sp. Raiz-Tallo 
 Rhizoctonia sp. Raiz-Tallo 
 Sclerotium sp. Raiz-Tallo 
Manchas necróticas  Septoria sp. Hojas 
 Alternaria sp. Hojas- Tallos 
Ennegrecimiento Colletotrichum sp. Tallos 
 Phomopsis sp. Tallos 
 Curvularia sp. Tallos 
 Botryodiplodia sp. Tallos 
 Phyctaena sp. Tallos 
Pudrición oscura y aborto Aspergillus sp. Flores 
 Cladosporium sp. Flores 
Nota. Adaptado de Martínez Cruz, Michel. (2015). Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Una 
revisión. Cultivos   Tropicales, p.10. 
Los tres primeros grupos de enfermedades (marchitamiento, manchas necróticas y 
ennegrecimiento) son los que mayores daños ocasionarían a la producción de este rubro, 
teniendo en cuenta que los hongos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Sclerotium sp., ocasionan la 
muerte de las plantas, reduciendo así la población de plantas por unidad de área. Las manchas 
necróticas influyen negativamente en la calidad del producto, dando lugar a que las hojas se 
clasifiquen en una categoría inferior y de menor precio, pues a nivel comercial se prefieren hojas 








Lista de los insectos de incidencia negativa en “stevia”. 
Nombre científico Orden Órgano atacado 
Tetranychus sp. Spacari Hojas 
Agallia sp. Homoptera Hojas 
Myzus persicae Homoptera Hojas – brotes 
Diabrotica sp. Coleoptera Hojas 
Dichelops furcatus Hemiptera Hojas – brotes 
No identificado Hemiptera Hojas – brotes 
Taylorilygus pallidus Hemiptera Hojas – brotes 
Harmostes serratus Hemiptera Hojas – brotes 
Proxys sp. Hemiptera Hojas – brotes 
Trips tabaco Thysanoptera Hojas – brotes 
Pseudoplusia includens Lepidoptera Hojas 
Spodoptera sp. Lepidoptera Hojas 
Schistocerca sp Orthoptera Hojas 
Gryllotalpa sp. Orthoptera Raíz - Tallo 
Pseudococcus sp. Homoptera Raíz 
Nota: Adaptado de Martínez Cruz, Michel. (2015). Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Una 
revisión. Cultivos   Tropicales, p. 7. 
Los daños ocasionados por los insectos de los órdenes Coleoptera, Lepidoptera y 
Orthoptera influyen directamente en el rendimiento del cultivo pues estos consumen las hojas, 
con lo cual el área foliar se reduce, causando una menor cosecha de hojas como se muestra en 
la tabla 2. Las plagas chupadoras y raspadoras (Hemiptera, Homoptera, Acari y Thysanoptera) 
causan daño indirecto, pues se alimentan de la savia o del jugo celular, disminuyendo el 




2.5 Importancia de la “stevia” 
2.5.1 Medicinal. 
La “stevia” es apta para personas diabéticas; por su propiedad hipotensora es también 
recomendada para personas con tensión alta, pues la reduce, es adecuada para bajar el nivel de 
acidez de la sangre y de la orina, ayuda a bajar de peso, debido a que es bajo en calorías; su 
sabor dulce proviene de varias sustancias entre ellas la más destacada es el esteviósido, que no 
produce enfermedades como las causadas por el consumo de azúcar en exceso y los demás 
edulcorantes artificiales (Mejía, Avendaño y Lozano, 2014). 
En Japón se comprobaron los beneficios de esta planta y la ausencia de efectos 
desfavorables para la salud y hoy día la “stevia” es utilizada en la versión japonesa de la Coca 
Cola dietética y de los chicles Wrigley y cuenta con el 40% de participación del mercado de 
edulcorantes en ese país. (Mejía et al., 2014). 
2.5.2 Medioambiental. 
El cultivo de “stevia” tiene capacidades de restaurar el suelo donde se cultiva, también 
estimula el crecimiento de raíces al sembrar otro cultivo,  puede contribuir a mejorar el suelo 
luego del mal uso de fertilizantes y abonos inorgánicos, así mismo desintoxica la tierra de 
residuos agroquímicos (Mejía et al., 2014). 
2.5.3 Económica.  
Los principales productores son Japón, China, Taiwan, Tailandia, Corea, Brasil, Malasia 
y Paraguay (Mejía et al., 2014). 
La “stevia” que se produce china es pobre en calidad dado que solo tiene del 5 al 6% de 
esteviósido/rebaudosidos, mientras que en Paraguay tiene entre el 9 y 13%, por lo que la 
exportación de esta planta es un éxito. La “stevia” puede remplazar los otros edulcorantes en 
comidas, tortas y bebidas en general (Mejía et al., 2014). 
La productividad de “stevia” se calcula mediante la cantidad de hoja seca que se puede 
obtener durante los primeros doce meses como se muestra en la tabla 3, iniciando con una 
plantación madre, esta planta puede ser una opción viable para ciertos países con cultivos ilícitos 





Productividad de “stevia” calculada mediante la cantidad de hoja seca. 
Área 3 meses 6 meses 12 meses Total 
1,00 has. 500,00 kgs. 666,67 kgs. 2,166,67 kgs 3,333,33 kgs 
1,25 has. 625,00 kgs. 833,33 kgs 2,708,33 kgs. 4,166,66 kgs 
     
2,50 has.  1,250,00 kgs 1,666,67 kgs. 2,916,67 kgs 
3.75 has.  1,875,00 kgs 2,500,00 kgs. 4,375,00 kgs 
     
5,99 has.   5,833,33 kgs. 5,855,33 kgs 
6,25 has.   7,291,67 kgs. 7,291,67 kgs 
     
8,50 has. 500,00 kgs. 1,916,67 kgs 9,666,67 kgs. 12,083,33 kgs 
11,25 has. 625,00 kgs. 2,708,33 kgs 12,500,00 kgs. 15,833,33 kgs 
Nota. Adaptado de Mejía A., & Avendaño, S, & Lozano, J. (2014).  Estudio de factibilidad para la 
agroindustrialización de los productos derivados de la planta de “stevia” para pequeños productores en 
el municipio de Tejutepeque, Cabañas (Tesis de pregrado). Universidad de El Salvador facultad de 
ingeniería y arquitectura, San Salvador, El Salvador, p. 54. 
2.6 Cultivo de “stevia” en El Salvador 
En nuestro país, actualmente se han identificado cuatro sitios en los cuales se cultiva la 
“stevia”, estos son: Cantón El Carmen en Cojutepeque departamento de Cuscatlán, San Juan 
Opico departamento de La Libertad, CENTA (Banco de Germoplasma) y Santo Domingo en 
San Vicente (Mejía et al., 2014). 
2.6.1 Características agronómicas del cultivo de “stevia”. 
La “stevia” es una variedad de planta que al igual que muchas de las plantaciones, 
requieren de parámetros para poder desarrollarse a plenitud. Según la Fundación para la 




desarrollarse a plenitud, en ambientes que presentan condiciones como se muestran en la tabla 
4 (Martínez, 2015). 
Tabla 4 
Parámetros y condiciones del cultivo de “stevia” en el campo. 
Parametro 
   
Condiciones 
Altitud    100 a 1200 m.s.n.m 
Precipitacion    1000 a 2000 mm/año 
Temperatura media 
Temperatura relativa 
   24 ° a 35  ° 
75% a 85% 
Brillo solar    6 a 10 horas 
Vientos    Moderados 
Textura del suelo    Franco- arenoso, franco- arenoso-arcilloso. 
pH    5.5 a 6.5 
Materia organica 
Pendiente del terreno 
   Alta 
No mayor a 6% 
Canales de drenaje    Muy buenos 
Ubicación del terreno    Cerca a vias de carretera y centros poblados 
Densidad de siembra    Entre 80,000 a 100,000 plantas por hectarea 
Control de arbustos    Cobertura plastica moulch 
Sistema de riego    Ferti-riego por goteo 
Mecanizacion    Cosecha y post cosecha 
Nota. Adaptado de Mejia A., & Avendaño, S, & Lozano, J. (2014).  Estudio de factibilidad para la 
agroindustrialización de los productos derivados de la planta de “stevia” para pequeños productores en 
el municipio de Tejutepeque, Cabañas (Tesis de pregrado). Universidad de El Salvador facultad de 
ingeniería y arquitectura, San Salvador, El Salvador, P. 44. 
La “stevia” se cultiva a temperaturas entre los 24 y 35°C, crece entre los 300 y 1600 
metros sobre el nivel del mar, su hábitat es en zonas con mucha luz solar pero con temperaturas 
que no excedan los 35 °C. Es una planta de gran adaptabilidad y las cantidades de luz pueden 




En estado silvestre crece en terrenos arenosos, poco fértiles y de buen drenaje; es 
ligeramente acidófila. Requiere días largos, y mucho sol. Para efectos agrícolas se prefiere 
emplear esquejes, suelo de textura ligera e irrigar con frecuencia durante el período seco. La 
cosecha se realiza justo antes de la floración, para mantener la máxima concentración posible 
de edulcorante en las hojas (Martínez,  2015) 
2.7 Propagación de la especie 
2.7.1 Propagación sexual. 
La “stevia” se propaga por medio de aquenios, gran parte de estos son estériles, el 
porcentaje de germinación es bajo, entre 10 y 38 %, son  livianos y de fácil dispersión, 
observándose alta heterogeneidad en las poblaciones resultantes, debido principalmente a la 
polinización cruzada; la recolección de la semilla es lenta y difícil debido a que la floración no 
es uniforme, lo que afecta a la maduración de la semilla (Martínez, 2015). 
La producción de plántulas a través de semilla se realiza en almácigos convencionales, 
pero con algunas recomendaciones y prácticas especiales, como poner cobertura 
inmediatamente después de sembrar, con una tela fina, para evitar que las semillas sean 
arrastradas por el viento; la propagación por medio de aquenios es útil para el mejoramiento 
genético, pero no para cultivos comerciales (Martínez, 2015).  
2.7.2 Propagación asexual. 
Debido a la alta heterogeneidad de las plantas obtenidas a través de semillas, la 
propagación agámica es la mejor por conservar las características de la planta madre. Ésta puede 
ser por retoños, esquejes y por cultivo de tejidos. La reproducción por retoños puede utilizarse 
para plantaciones pequeñas, puesto que su número es reducido; los retoños nacen en la base del 
tallo o bajo tierra; aparecen pequeños vástagos, muchos con sus respectivas raíces, que pueden 
separarse y plantarse en el lugar definitivo (Martínez, 2015). 
La propagación por estacas es el método más conveniente para ser usado a escala 
comercial; para esto es importante tener una plantación madre, que va a proveer del material 
vegetativo inicial. Para el establecimiento de la plantación madre se debe realizar una selección 





2.8 Cultivo de tejidos vegetales 
La técnica de cultivo de tejidos vegetales se define como: El cultivo de células, tejidos, 
y/u órganos extraídos de la plantas, que se mantiene bajo condiciones artificiales y permite 
reproducir plantas que poseen todas las características de la planta madre, o sea que esta es una 
técnica de propagación vegetativa en condiciones artificiales (Usui et al., 1996, p.1). 
Por medio de esta técnica se puede dar origen a plantas enteras pues el principio 
fundamental de la técnica es la totipotencia celular que consiste en que cada célula de un 
organismo vegetal contiene todos los genes del mismo, es decir que si una célula individual da 
origen a una planta completa, está expresando su toti potencia celular. En el cultivo de 
tejidos se pueden obtener plantas a partir de células, hojas, tallos, raíces, ápices meristemáticos, 
flores, al inducirlos a desarrollarse para convertirse en vegetales enteros (Nabors, 2006).  
2.8.1 Fines del cultivo de tejidos vegetales. 
De acuerdo a Usui, Okabe, Victores y Ramírez (1996) explica que “actualmente la técnicas de 
cultivo de tejidos se ha diversificado con diferentes objetivos. Por ejemplo: Mejoramiento, 
Producción, Desinfección, Uniformización, etc” (p.67). 
El cultivo se basa en dos principios importantes: el primero es la totipotencia celular que 
indica que cualquier célula vegetal contiene una copia exacta del material genético de la planta 
a la que pertenece sin importar su función o posición en ella, y por lo tanto tiene el potencial 
para regenerar una nueva planta completa; y el segundo principio es el balance hormonal que 
está definido como las sustancias químicas que la planta produce de manera natural que incide 
en sus etapas fenológicas. (Roca y Mroginski, 1991)  
El cultivo de tejidos permite la propagación clonal rápida y masiva en un periodo breve 
de tiempo de un gran número de plántulas, bajo condiciones controladas, en espacios pequeños 
y con poca mano de obra, mediante el cultivo hay ciertas ventajas que favorecen: menores costos 
de mano de obra, ausencia de infecciones de campo, ausencia de peligros ambientales, acceso 
al material para la micro propagación, disponibilidad permanente del material (Espinoza, 1992) 
El crecimiento de las plantas y el contenido de esteviósido en las hojas de las plantas 




semillas, los número de raíces, biomasa de brotes y contenido de esteviósido es mayor en las 
plantas de crecimiento vegetativo (Truong y Valicek, 1999) 
2.8.2 Factores físicos que influyen en el cultivo de tejidos. 
Los factores físicos que intervienen en el cultivo de tejidos con mayor impacto son: 
La temperatura puesto que as respuestas morfogenicas pueden ser alteradas por la 
temperatura de incubación, en general temperaturas entre 25 y 28 °C son adecuadas para el 
establecimiento de los cultivos (Roca y Mroginski, 1991). 
La luz, en condiciones in vitro, la intensidad y cantidad de luz  es muy baja en 
comparación con condiciones naturales por lo que se recomienda el espectro útil para 
los vegetales es de 400 a 700 nanómetros. 
El pH, la acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y diferente para cada 
tipo de planta, por lo que se hace necesario ajustarlo a los requerimientos de cada especie, 
sin embargo el pH adecuado para las plantas generalmente oscila entre 4.5 a 7.0  
La humedad, en condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es cercana al 
100%, por lo que la planta in vitro no desarrolla un adecuado sistema de  regulación 
hídrica (López 2013, cit por Rumaldo 2016) 
2.8.3 Etapas del cultivo de tejidos vegetales.  
Murashige en 1974 propuso tres pasos fundamentales para micropropagar 
eficientemente una especie: 1) Establecimiento aséptico del cultivo, 2) Multiplicación, y 3) 
Enraizamiento y la preparación del explante para su trasplante al suelo (Roca y Mroginski, 
1991).  
2.8.3.1. Fase de establecimiento. 
El primer paso para el establecimiento se basa en la elección del explante o la planta 
madre, dependerá del objetivo que se desea alcanzar y la especie vegetal utilizada, Es frecuente 
la utilización de ápices o meristemos, hojas, entrenudos, cotiledones, anteras, esto puede resultar 
efectivo con el uso de técnicas y medios nutritivos específicos. Otro punto importante en la fase 
de iniciación de un cultivo es la asepsia, las condiciones físicas y químicas en las que se cultiva 




hongo, evitar la contaminación es un aspecto básico para lograr el éxito en el establecimiento, 
incubación y manipulación (Roca y Mroginski,  1991)  
Previo a la introducción del material a la cámara de flujo laminar se deberá realizar una 
desinfección de la planta madre, Roca y Mroginski  (1991) explica que: 
Hay una gran vasta gama de compuestos químicos que se pueden utilizar como 
desinfectantes para los explantes, pero en la actualidad es casi generalizado el empleo 
de etanol (70 % v/v) y de hipoclorito de sodio (NaClO) del 1 % al 3%  contenido en 
productos de uso doméstico. 
2.8.3.2 Fase de multiplicación. 
Durante la incubación en un medio artificial estéril, el explante se multiplica con la 
formación de callos o yemas, según las condiciones de cultivo. La fase intermedia de formación 
de callos se evita cuando se tienen fines de micropropagación debido al hecho de que las plantas 
que provienen de callos embriogénicos presentan diferentes grados de variación. (Roca y 
Mroginski, 1991). 
La fase de multiplicación se considera que se debe a la división de las células, al aumento 
de su tamaño o a ambos procesos, la diferenciación estará asociada con la producción de nuevas 
células cuya organización está de acuerdo con las condiciones in vitro. (Roca  y Mroginski, 
1991). 
2.8.3.3 Fase de enraizamiento. 
El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere generalmente del 
trasplante a un medio de cultivo con menor concentración de sales (Roca  y Mroginski, 1991) 
De igual manera requiere se requiere cambiar el balance hormonal, disminuir las 
citocininas y aumentar las auxinas exógenas para lograr el estímulo que el explante necesita 
para  la diferenciación del sistema radical (Roca y Mroginski, 1991). 
2.8.3.4 Fase de aclimatación. 
En todos los cultivares la técnica de  aclimatación se debe desarrollar bajo una atmósfera 




invernadero. Para la aclimatación de las vitro plantas deben controlarse 3 condiciones: 
obscuridad, humedad y temperatura (Usui et al., 1996). 
2.8.4 Técnicas de cultivo de tejidos vegetales. 
2.8.4.1 Embriogénesis somática. 
La embriogénesis somática, es el proceso de desarrollo que produce un embrión a partir 
de una o de un grupo de células somáticas (Merino 1998). 
Estos embriones son parecidos a los embriones cigóticos presentes en la semilla pero 
provienen de células somáticas es decir de células no implicadas en el proceso sexual (Etienne, 
Etienne, Váquez y Berthouly, 1999). 
En micropropagación se usa para obtener clones somáticos y regenerar plantas completas 
con características uniformes y así establecer cultivares de plantas valiosas, libres de 
microorganismos y difíciles de obtener por métodos de cultivo tradicionales (Vargas, 2005).  
2.8.4.2 Micro injerto. 
La técnica consiste en microinjertar en condiciones asépticas un ápice caulinar, 
conteniendo dos o tres primordios foliares, excisado de una planta madre, sobre un portainjerto 
establecido y proveniente de semilla germinada in vitro, se decapita el portainjerto y se hace 
una escisión en forma de T invertida, en donde se introduce el microinjerto (Pereira da Paz y 
Pascual, 1998). 
Refiriéndose a la técnica asexual de microinjerto: 
La microinjertación in vitro se ha convertido en el procedimiento más recomendado para 
recuperar plantas de cítricos libres de virosis, a pesar de la dificultad intrínseca de su 
aplicación. Entre las principales ventajas de esta técnica están la producción de plantas 
sin características juveniles que florecen y fructifican dos años después del microinjerto 
y la ausencia de variaciones genéticas en el material procedente de plantas 
microinjertadas (Paniagua 2004, p.24). 
2.8.4.3 Extracción de meristemo. 
Esta técnica se utiliza con el objetivo principal de desinfección del material puesto que 




agricultura que tienen muchos problemas de contaminación. El meristemo que no tiene base de 
la hoja no se encuentra infectado de virus, debido a que no está diferenciado el sistema vascular 
y en esta región las células se dividen rápidamente, es por esto que hay mayor éxito de 
desinfección si se obtiene el meristemo lo más pequeño posible (Usui et al, 1996). 
En el cultivo de meristemos o ápices meristematicos, los pocos milímetros superiores a 
un ápice del vástago se cultivan en un medio que estimula el desarrollo de yemas axilares en la 
base de cada hoja o primordio foliar para convertirse en un vegetal entero. (Nabors, 2006). 
El crecimiento del tallo en las plantas no solo es longitudinalmente sino que también 
produce hojas y ramas axilares, el meristemo apical da lugar a los primordios foliares y yemas 
axilares; consiste en un grupo de células de lenta división rodeadas de una región con células de 
rápida división, a medida que el tallo crece, nacen nuevos primordios foliares a partir de unas 
protuberancias en un flanco del meristemo apical del vástago, esto indica que aparecerá una 
nueva hoja. (Nabors, 2006)  
2.8.5 Medio nutritivo para el cultivo de tejidos. 
Las células requieren una variedad de nutrimentos orgánicos e inorgánicos, estos 
nutrimentos los podemos encontrar en cualquier tejido de las plantas, en niveles macro y micro, 
las células en crecimiento puede fabricar sus propias proteínas a partir de fuentes de nitrogeno 
y carbohidratos suministrados por el medio de cultivo. (Roca y  Mroginski, 1991)  
El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegetales depende del uso del medio 
nutritivo, como el empleo de tejidos viables, las combinaciones apropiadas de nutrientes y 
usando las sustancias químicas necesarias. Los ingredientes del medio de cultivo se pueden 
clasificar en: sales inorgánicas (mezcla de sales), compuestos orgánicos y vitaminas (Merino, 
1987) 
Existe actualmente un gran número de sales minerales específicas para cada tipo de 
plantas, las más utilizadas son las sales de Murashige & Skoog desde 1962. 
2.8.5.1 Fitorreguladores. 
El termino hormona deriva del griego hormon, que significa “despertar” o “estimular, 
en los primeros estudios de estas sustancias los científicos observaron que habían unas 




considerando que algunas hormonas suprimen el crecimiento de yemas axilares, mientras que 
otras lo promueven, el efecto de una hormona especifica puede variar dependiendo sus 
concentración o donde está localizada en la planta (Nabors, 2006). 
Las plantas producen sus propios reguladores vegetales o fitohormonas naturalmente, 
pero al desarrollar fragmentos de la planta en condiciones artificiales, en algunas ocasiones son 
requeridas por la misma, Robins, Weier y Stocking (1966) definen a una hormona vegetal como 
“una sustancia orgánica producida por la planta, la cual actuando en cantidades muy pequeñas, 
regula los procesos fisiológicos de la planta. Generalmente las hormonas existentes en la planta, 
son trasladadas del tejido donde se producen, al tejido donde actual para producir efectos 
especiales de crecimiento” (p.309). 
La función que desempeñan las hormonas en los organismos vegetales es vital para el 
crecimiento celular, también influyen en muchos procesos como la formación de tejido nuevo, 
control de ciertos procesos fisiológicos como se muestra en la tabla 5, entre otras respuestas que 
ayudan al desarrollo de la planta, Nabors (2006) concluye que:  
Las hormonas de las plantas, como ocurre con la de los animales y otros organismos, 
originan el crecimiento y desarrollo, así como las respuestas a estímulos 
medioambientales. Aunque las plantas carecen de sistema nervioso o cerebro que las 
ayude a responder a dichos estímulos, utilizan sus hormonas de manera notoria. 
“En micropropagación, principalmente se utilizan Citocinina y Auxinas como 
reguladores de crecimiento. Lo más importante es la proporción y cantidad de las mismas” (Usui 











Funciones de los fitorreguladores de acuerdo al tejido. 
FUNCIONES 
Para formación de 
yemas adventicias 
 
Para formación de 
raíces adventicias 
 
Para diferenciación de callo 
 
Promoción: Auxina < Citocinina 
Inhibición: Auxina > Citocinina 
 
Promoción: Auxina> Citocinina 
Inhibición: Auxina < Citocinina 
 
Promoción: Auxina > 
Citocinina 
Inhibición: Auxina < 
Citocinina 
 
Nota. Adaptado de Kanji Usui, Ken Okabe, Ruth Victores P. y Aida Eleonora Ramírez. (1996). 
Principios básicos de cultivo de tejidos vegetales. Guatemala, p. 35. 
2.8.5.1.1 Auxinas. 
Refiriéndose a las sustancias que promueven el crecimiento celular, Robins et al. (1966) 
plantea que “las auxinas están ampliamente distribuidas en el reino vegetal, tanto en plantas 
superiores como en las inferiores; en las superiores pueden existir en el follaje, en el hipocotilo, 
tallos, pedicedos florales, raíces, frutos, semillas y aun en el polen” (p.312). 
Las plantas no poseen glándulas para la secreción de hormonas, aun así logran 
sintetizarlas, la auxina se localiza cono en ciertas partes de la planta y es transportada a todas 
partes donde lo requiera la misma. Las auxinas ayudan a coordinar actividades específicas de 
crecimiento, en una planta las yemas apicales y las hojas jóvenes que se están extendiendo son 
activos centros de síntesis y exportación de auxina. El regulador de tipo auxina natural y más 
común que ha sido identificado en las plantas es el ácido 3 indolacetico (AIA), que actualmente 
se ha logrado la fabricación artificial de la sustancia. (Robins et al, 1966). 
 Roca y Mroginski (1991) plantea que “las auxinas comprenden una gran familia de 
sustancias que tienen en común la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento 
celular; sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la división celular en 
el cultivo de tejidos” (p.64) 
También se utiliza ampliamente un buen número de sustancias que provocan un efecto 




entre las cuales el 2,4-D, el ANA y el AIB se encuentran ampliamente disponibles y se utilizan 
comúnmente. También existen muchos compuestos que son derivados de los ácidos fenilacético 
o fenoxiacético (clorosustituidos) y se ha encontrado una amplia utilización. (Roca y Mroginski, 
1991) 
2.8.5.1.2 Citoquininas. 
Con respecto al tipo de reguladores vegetales que estimulan la formación de yemas: 
Las citoquininas influyen en el crecimiento vegetal de varias maneras, incluidos el 
control de la división y diferenciación celulares, contrarrestando la dominancia apical, y 
retrasando el envejecimiento de las hojas, El nombre citoquininas se refiere a su papel 
en la división celular o citocinesis. Suelen ser formas modificadas de adenina y 
originalmente, se descubrieron como resultado de una serie de experimentos en plantas 
de tabaco, cuyo fin era encontrar agentes químicos estimulantes del crecimiento celular. 
Las citoquininas se sintetizan en la raíz y se transportan  a través del xilema a otros 
órganos de la planta, donde fomentan de manera general un estado más juvenil de 
desarrollo (Nabors 2006, p. 269). 
Las citocinina 6- Bencilaminopurina (6-BAP), es un agente inductor y regulador del 
crecimiento, la concentración más utilizada es de 0.1 a 2.0 mg/l. En forma natural se encuentra 
en los tejidos vegetales jóvenes, promueve la morfogénesis en explantes y específicamente en 
yemas axilares promueve la proliferación de brotes (CIREN, 1988) 
2.9 Antecedentes de cultivo in vitro de Stevia rebaudiana B. 
Para evaluar la multiplicación, brotes establecidos in vitro fueron cultivados en ½ MS 
con cinco concentraciones de BAP (0.0, 2.22, 4.44, 8.88 y 17.6 µM). Posteriormente, los tallos 
multiplicados se subcultivaron en presencia de cinco concentraciones de ANA (0.0, 2.69, 5.37, 
10.74 de 21.48 µM) para evaluar enraizamiento. Los resultados indicaron que el medio 1/2MS 
adicionado con BAP indujo una mayor tasa de multiplicación. 10.74 µM de ANA indujo el 
mejor enraizamiento; sin embargo, los tallos sin enraizamiento resultaron en la mayor 
supervivencia ex vitro (Suarez y Quintero, 2014). 
En México se realizó una investigación en la cual los explantes se cultivaron en medio 




g/L de agar, cisteína (200 mg/L) ajustando pH  5.7. Los cultivos preparados fueron incubados a 
26± 1°C y fotoperiodo de 16 horas luz (32 µM/seg m2) y 8 horas de oscuridad. Al transcurrir 
28 días se observaron plántulas sanas de 10-12 cm de largo que presentaban raíces. El alto 
porcentaje de sobrevivencia y de crecimiento, indican que las condiciones beneficiaron el 
desarrollo y crecimiento de las plántulas. La viabilidad de la multiplicación  in vitro es el punto 
de partida para obtener plantas en forma masiva con características seleccionadas. (Romero, 
Rios y Cabrera, s.f). 
Otra de las investigaciones realizadas en Mexico, mediante segmentos nodales, los 
cuales fueron cultivados me medio basal M&S suplementado con distintas combinaciones de 
BAP (2,0 a 4,0 mg. L.-1) cinetina (1,3 a 8,0 mg. L.-1) y AIA (0,3 a 1,0 mg. L.-1). El análisis 
mostro diferencias para el porcetaje de explantes que formaron brotes y el número de brotes 
formados, resultando inferior a la combinación que contenia 2,0 mg. L.-1 de cinetina y 0,5 mg. 
L.-1 de AIA, en la cual solo se obtuvo 29.41% explantes con brotes y 1,40 brotes por explante 




3. Metodología  
3.1 Enfoque, alcance y diseño de la investigación  
La investigación tuvo un enfoque cuantitativo, con un alcance descriptivo y explicativo; 
puesto que se midieron, evaluaron y recolectaron datos sobre las variables del fenómeno, así 
como también estuvo dirigida a responder por las causas de los mismos. (Sampieri, 2006). 
La investigación tuvo un diseño experimental, específicamente es un experimento puro, 
puesto que poseen grupos de comparación (manipulación de la variable independiente) y 
equivalencia de los grupos (Sampieri, 2006). 
Las variables independiente fueron: las dosis de fitorreguladores: 6-bencilaminopurina 
(6-BAP) y Acido naftalenacetico (ANA). Se midieron y evaluaron las variables dependientes: 
formación de brotes, tamaño de brotes por explantes (cm) y periodo de brotación para cada 
tratamiento.  
3.2 Descripción del área de estudio 
La investigación se realizó en el Departamento de Biotecnología- Laboratorio de 
Biotecnología de la escuela nacional de agricultura “Roberto Quiñonez” (ENA), ubicada en San 
Andrés, kilómetro 33 1/2, carretera a Santa Ana, Departamento de La Libertad, El Salvador. 
3.3 Universo, población y muestra 
El universo fueron los arbustos de la especie Stevia rebaudiana B., en el departamento 
de La Libertad. 
La población fueron los arbustos de la especie Stevia rebaudiana B., dentro del 
municipio de Ciudad Arce. 
La muestra fueron 120 ápices como material vegetativo, de 50 arbustos de la especie 
Stevia rebaudiana B., de los cuales se extrajeron los ápices meristematicos, del vivero San 
Andrés, ubicado en el km 34 carretera a Santa Ana, Cantón San Andrés, seleccionados de 
manera intencionada, cumpliendo con las mejores condiciones como tamaño de la planta (20 





3.4 Recolección de datos 
Durante toda la  fase de establecimiento, que se llevó a cabo entre los meses de  Abril a 
Junio de 2018,  la toma de datos se realizó dos veces por semana por cada tratamiento, durante 
1 mes, las cuales fueron registradas en hojas diseñadas para la recolección de datos del desarrollo 
in vitro de los ápices como se muestra en el anexo A 
Cada uno de los tratamientos tuvo un total de 20 unidades por serie, divididas en 2 
siembras de 20 unidades en cada tratamiento como se muestra en la tabla 6, es decir 40 unidades 
por tratamiento, para un total de 120 unidades experimentales  
Tabla 6  
Días de siembra de ápices meristemáticos de “stevia” durante la fase de establecimiento 
          Semana                                                 Días de la semana 
 Lunes Martes 
1 T1 (20 unidades) T2 (20 unidades) 
2 T3 (20 unidades) T1 (20 unidades) 
3 T2 (20 unidades) T3 (20 unidades) 
Nota. Cada tratamiento tuvo un total de 40 unidades experimentales, cada tratamiento se sometió a la 
toma de datos por 4 semanas (1 mes), se sembraron 20 unidades por día por el tiempo que lleva la 
extracción de ápice meristematico. 
3.4.1 Fase de campo. 
3.4.1.1 Colecta y traslado de material vegetativo.  
La planta madre que se utilizó para la investigación, fue colectada en el vivero San 
Andrés, ubicado en el km 34 carretera a Santa Ana, Cantón San Andrés, Ciudad Arce, La 
Libertad, el material colectado fueron brotes apicales. 
Se aseguró que el material cumpliera con las mejores condiciones, tamaño de la planta 
(20 cm) tamaño de la hoja (4-5cm), libre de plagas, edad (2 meses). 
Para la colecta de las muestras se utilizó un bisturí N° 10, se cortaron los brotes apicales 




3.4.2 Fase de laboratorio. 
3.4.2.1 Diseño experimental. 
Se organizaron los tratamientos en un diseño completamente al azar. Se utilizó la mezcla 
de dos fitorreguladores 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido naftalenacetico (ANA) a 
diferentes dosis: 
T1: 6-BAP 0.20 mg y ANA 0.025 mg 
T2: 6-BAP 0.40 mg y ANA 0.050 mg 
T3: 6-BAP 0 mg y ANA 0 mg 
El total de tratamientos en la investigación fueron 3. A cada tratamiento se le aplico un 
total de 40 repeticiones, siendo la unidad experimental cada tubo con un explante. 
3.4.2.2 Preparación de medio nutritivo. 
3.4.2.2.1 Agua destilada  
Se adicionan 500 ml de agua destilada en un Erlenmeyer. 
3.4.2.2.2 Sacarosa 
Como fuente de energía se utilizó azúcar comercial del cañal 20 g/l 
3.4.2.2.3. Preparación de Sales M&S. 
Para la preparación del medio nutritivo se utilizaron las sales de Murashige & Skoog, 
estas sales tienen una presentación en polvo y contiene todas las soluciones madre como se 
muestra en la tabla 7; Se preparó de acuerdo a las especificaciones técnicas del fabricante, es 
decir, para 1 litro de medio nutritivo, se diluyo en 3 ml de agua destilada previamente calentada 








Tabla 7  












Nota. Adaptado de Roca, William M.; Mroginski, Luis A. (1991). Cultivo de tejidos en la agricultura: 
Fundamentos y aplicaciones. Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, CO, p. 30. 
3.4.2.2.4 Sustancias orgánicas. 
Las sustancias orgánicas se prepararon de acuerdo a las especificaciones técnicas del 
fabricante (Tiamina B1, Piridoxina B6, Acido nicotínico, glicina y mioinocitol) para luego 
verterlas en el Erlenmeyer de la preparación anterior (Ver fig. 6). 
 
N. Componentes Concentración mg/l Cantidad requerida para 1 lt 
I Nitrato de amonio (NH4NO3) 100X 1650 10 ml/l 
II Nitrato de potasio (KNO3) 100X 1900 20 ml/l 
III Cloruro de calcio (CaCL2) 100X 440 20 ml/l 
IV Sulfato de magnesio (MgSO4) 100X 370 10 ml/l 
V Fosfato de potasio ( KPO4) 100X 170 10 ml/l 
VI Hierro(FeSO4) 100X 27.8 10 ml/l 
VII Microelementos  mg/l 10 ml/l 
 H3BO3 100X 6.2 10 ml/l 
 MnSO4H2O 100X 22.3 10 ml/l 
 ZnSO47H2O 100X 8.6 10 ml/l 
 KI 100X 0.83 10 ml/l 
 NaMoO42H2O 100X 2.5 10 ml/l 
 CuSO45H2O 100X 0.025 10 ml/l 
 CoCl26H2O 100X 0.025 10 ml/l 
 Na2EDTA2H2O 100X 37.4 10 ml/ l 





6-BAP a 1N y ANA a 0.1 N, se tomó la concentración correspondiente de 6-BAP y ANA 
para cada tratamiento como se muestra en la tabla 8. 
Tabla 8  


















T1 M&S 6-BAP 0.20 mg ANA 0.025 mg 20 2 (40) 
T2 M&S 6-BAP 0.40 mg ANA 0.050 mg 20 2 (40) 
T3 (Testigo) M&S 6-BAP - ANA - 20 2 (40) 
Nota. 6-BAP= 6-bencilaminopurina, ANA= ácido naftalenacético; las dosis descritas en esta tabla son 
utilizados para otras especies en el laboratorio de biotecnología en ENA por lo tanto se sometieron a 
prueba para Stevia rebaudiana B. 
3.4.2.2.6. Agente gelificante. 
Se utilizó Phytagel 2.33 g/l.  
3.4.2.1.5 pH. 
El pH se ajustó a 5.7 para 1l de medio nutritivo. 
Seguidamente de la adición de los componentes del medio, se llevó al punto de ebullición 
luego de esto se retiró el Erlenmeyer de los agitadores magnéticos y se vertió cada medio de 
cultivo (tratamiento) en beackers plásticos para dispensar 25 ml de medio en cada tubo de 
ensayo, se taparon y luego se esterilizaron a 121 °C a 20 lb de presión por 15 minutos, como se 
muestra en el anexo B1 pasado el tiempo de esterilización se colocaron en una gradilla cubriendo 






3.4.2.3 Desinfección del material vegetal. 
Cada ápice meristemático se sometió a las siguientes etapas de desinfección del 
Laboratorio de Biotecnología de la ENA. 
 Se rociaron los utensilios para la desinfección con alcohol al 70% (Ver fig. 7). 
 
 Se lavaron los ápices realizando 2 enjuagues con agua destilada durante 2 minutos en 







Figura 8. Utensilios desinfectados con alcohol al 70% 




 Se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% y 3 gota de Tween 80 
(C58H114O26) en un beacker durante 5 minutos. Luego se colocaron los ápices en 









  Se introdujo el material desinfectado a la cámara de flujo laminar, en donde se  
realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril, y se dejaron secar aproximadamente 
30 minutos cubiertos con papel estéril para evitar la deshidratación del tejido (Ver fig. 
10). 
 
Figura 10. Desinfección de ápices en NaClO al 5% y Tween 80. 




 Luego el material vegetativo se colocó dentro de un recipiente plástico con papel estéril, 
y se realizó la siembra de cada ápice en el medio nutritivo correspondiente (Ver fig. 11) 
 
3.4.2.4 Siembra de ápices meristematicos. 
Se realizó en condiciones asépticas en la cámara de flujo laminar, con la ayuda de un 
estereoscopio, pinzas, mechero Bunsen y bisturí como se muestra en el anexo B2, asegurándose 
realizar la actividad en el menor tiempo posible para evitar la deshidratación del tejido  
En esta fase, se realizó la extracción de ápice meristematico la cual consistió en aislar el 
meristemo con 2 pares de primordios foliares. 
3.4.2.5 Área de incubación. 
Luego de la ejecución de las actividades anteriores, se incubaron en un área especial en 
condiciones físicas controladas: temperatura (25 °C) luz artificial con lámparas fluorescentes de 
2,000 luxes (fotoperiodo de 16 horas de luz  y 8 de obscuridad) y humedad relativa al 20%. 
Durante los primeros 7 días de incubación el explante estuvo en total oscuridad, pasado 
este tiempo se sometió 7 días a luz difusa, luego de esto se incubaron con el fotoperiodo antes 
descrito en el resto de los días como se muestra en el anexo C. 
3.5 Variables evaluadas  
3.5.1 Formación de brotes. 
Visualmente se realizó un conteo del número de brotes que presento cada tubo (explante) 
durante cuatro semanas de incubación y se obtuvo un promedio de los mismos por cada 





tratamiento, se consideró como brotes al tejido diferenciado a partir del material vegetativo 
establecido inicialmente y se tomó en cuenta la morfología de los explantes (sin deformación). 
3.5.2 Tamaño de brotes. 
Se realizó la medición de cada brote que contenían los tubos (explantes) durante cuatro 
semanas, para ello se utilizó una regla milimetrada, la medida se expresó en cm, se obtuvo un 
promedio de la longitud por cada tratamiento, se consideró la longitud del brote desde la base 
del explante hasta el ápice. 
3.5.3 Período de brotación. 
Se realizó la toma de datos 1 día por semana de cada tratamiento, en esta variable se 
tomó en cuenta la diferencia en el tiempo de brotación por semana de cada tratamiento, 
comparando las cuatro semanas de establecidos los explantes. 
3.6 Procesamiento y tabulación de datos 
Los datos fueron procesados con el programa Microsoft Excel 2017 para la elaboración 
de gráficos, los datos fueron analizados con el software estadístico InfoStat (versión 2018) para 
la elaboración de tablas, para la toma de imágenes se utilizó un teléfono móvil Samsung Galaxy 
S7 edge. 
3.7 Análisis de los datos  
Los datos se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza para 
comprobar si hay diferencia estadísticamente significativa entre los tratamientos, se realizó la 
prueba de Tukey para la comparación de medias para las variables que presentaron diferencia 
significativa, estas pruebas fueron aplicadas a la formación de brotes y al tamaño de los brotes. 
3.8 Selección del tratamiento para el protocolo de establecimiento in vitro. 
El tratamiento elegido para formular el protocolo de establecimiento in vitro de Stevia 
rebaudiana B. se tomó en cuenta los mejores resultados en cuanto a las variables evaluadas, a 
las cuatro semanas de establecido el cultivo, si estadísticamente no existe significancia entre los 
tratamientos se tomó en cuenta el aspecto económico, la forma y coloración del explante para 





4.1 Fase de establecimiento 
Se determinó el mejor protocolo de establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. 
mediante la evaluación de cuatro variables: formación de brotes, tamaño de los brotes (cm) y 
periodo de brotación. 
4.1.1 Formación de brotes. 
Se evaluó durante la fase de establecimiento y se midió la capacidad de desarrollar brotes 
en los explantes a las cuatro semanas de su respectiva siembra. 
Se obtuvieron los siguientes resultados para la variable formación de brotes: el 
tratamiento que produjo mayor número de brotes, fue el que contenía 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 
mg/l ANA (T1), con un total de 75 brotes y un promedio de 1.87 brotes por explante, muy de 
cerca quedo el tratamiento con 0.40 mg/l  6-BAP + 0.050 mg/l ANA (T2), con 69 brotes por 
tratamiento y un promedio de 1.72; el que produjo menor número de brotes fue el tratamiento 









































Promedio de brotes por tratamiento
 
Figura 13. Promedio de numero de brotes por tratamiento en la etapa de establecimiento de Stevia 






4.1.1.1 Prueba estadística ANOVA.  
Tomando en cuenta las dosis de 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido naftalenacetico 
(ANA), se realizó la comparación entre los 3 tratamientos en función al número de brotes a las 
cuatro semanas de incubación, mediante el análisis de varianza como se muestra en la tabla 9. 
El ANOVA presento diferencia estadísticamente significativa en el promedio de brotes de los 
tratamientos que se evaluaron en esta investigación.   
Tabla 9  
Análisis de varianza (ANOVA) para la formación de brotes por tratamiento de Stevia 
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores 
 
Nota: El valor de la probabilidad P valor < 0.05 indica significancia entre los tratamientos. 
En la tabla 9 se observa que el P valor (0.0008) de la prueba ANOVA es menor al valor 
de significancia, lo que demuestra que hay diferencia significativa entre los tratamientos. 
4.1.1.2 Prueba estadística Tukey. 
Para esta prueba se obtuvo la diferencia mínima significativa (DMS) para comprobar la 
diferencia entre las medias de los tratamientos como se muestra en la tabla 10, el resultado que 
se obtuvo fue que entre el  T1 y el T2 no hay diferencia con  respecto a las medias obtenidas en 
el número de brotes y los tratamientos en los que se encontró diferencia entre ellos son el T3 y 








Tabla 10  
Prueba de Tukey para la variable formación de brotes al evaluar los tratamientos 1, 2 y 3. 
 
Nota: Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p> 0.05) 
4.1.2 Tamaño de los explantes. 
Se evaluó durante la fase de establecimiento y se midió la longitud de los brotes en los 
explantes a las cuatro semanas de su respectiva siembra. 
Se obtuvieron los siguientes resultados por tratamiento: el tratamiento sin 
fitorreguladores obtuvo la mayor longitud en la cuarta semana, con un promedio de 0.95 cm, 
seguido del tratamiento 1 que contenía 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, con 0.84 cm por 
tratamiento; y con menor longitud el tratamiento 2 que contenía 0.40 mg/l 6-BAP + 0.050 mg/l 




























Promedio de longitud de brotes por tratamiento
 
Figura 14. Promedio de longitud de brotes por tratamiento en la etapa de establecimiento de Stevia 





4.1.2.1 Prueba estadística ANOVA. 
Tomando en cuenta los volúmenes de 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido 
naftalenacetico (ANA), al realizar las mediciones a las cuatro semanas de incubación, el análisis 
de varianza ANOVA como se muestra en la tabla 11, pues no existió diferencia estadísticamente 
significativa en el promedio de la longitud de los brotes en los tratamientos que se evaluaron en 
esta investigación. 
Tabla 11  
Análisis de varianza (ANOVA) para tamaño de los brotes por tratamiento de Stevia 
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores. 
 
Nota. El valor de la probabilidad P valor < 0.05 indica la significancia entre los tratamientos. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p> 0.05) 
En la tabla 12 se observa que el P valor (0.4585) de la prueba ANOVA es mayor al valor 
de significancia, lo que demuestra que no hay diferencia significativa entre los tratamientos. 
4.1.3 Periodo de brotación. 
Se realizó el conteo del número de brotes que presentaron los explantes por tratamiento, 
de acuerdo a los días de evaluación, es decir, durante la cuarta semana de incubados los 
explantes, para establecer una comparación de la velocidad de los tratamientos al formar brotes 
(Ver fig. 14). 
Durante la etapa de incubación que duro 30 días, en el Tratamiento 2 se observó un 
incremento del número de brotes durante la  segunda semana, a diferencia del Tratamiento 1 
que en mismo tiempo solo formo la mitad de estos, sin embargo al realizar la toma de datos a la 
cuarta semana, existió un notable aumento en el número de brotes en el Tratamiento 1, con un 

















































































































Período de brotación por tratamiento
 
Figura 15. Periodo de brotación en la etapa de establecimiento de Stevia rebaudiana B., en medio de 
cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores. 
 
4.1.3 Protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. 
Para el protocolo de establecimiento de Stevia rebaudiana B. se realizara la extracción 
de ápices meristemáticos. 
Se determinó la dosis de fitorreguladores que contenía el Tratamiento 1 para el protocolo 
de establecimiento in vitro de “stevia”, se observó los mejores resultados mediante las variables: 
Formación de brotes, tamaño de los brotes (cm) y periodo de brotación. 
4.1.3.1 Selección de los materiales. 
El material  vegetativo deberá cumplir con las mejores condiciones, tamaño de la planta 
(20 cm), etapa fenológica (vegetativa), sanidad (libre de plagas), edad (2 meses) y la especie. 
Para la colecta de las muestras (ápices) se utilizara una hoja de bisturí estéril n° 10, se le 
rociara con alcohol al 70% al recipiente plástico donde se depositaran los ápices, para prevenir 




4.1.3.2 Desinfección de los materiales. 
Instrumentos:  
 Beacker 
 Recipiente plástico 
 1 litro de agua destilada 
 1 litro de agua destilada estéril 
 Alcohol etílico al 70%  
 Hipoclorito de sodio al 5% 
 Tween 80 
Lavar los ápices realizando 2 enjuagues con agua destilada durante 2 minutos en un 
beaker de 500 ml.  
Desinfectar con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%, adicionando 3 gotas de Tween 80 
(C58H114O26) durante 5 minutos, luego se colocar los ápices en recipientes plásticos 
sumergiéndolos en agua destilada estéril. 
Introducir el material a la cámara de flujo laminar en donde se le realiza nuevamente 3 
enjuagues con agua destilada estéril, se dejan secar aproximadamente 30 min cubiertos con 
papel toalla para evitar la deshidratación del tejido. 
Colocar sobre papel toalla en los recipientes plásticos para finalmente realizar la 
extracción de cada ápice meristemático. 
4.1.3.3 Extracción de ápices meristemáticos. 
Instrumentos:  
 Papel estéril 
 Cajas Petri esterilizadas 
 Alcohol etílico al 90% 
 Estereoscopio 
 
 Pinzas  
 Mango de bisturí  
 Mechero de bunsen  





Medio nutritivo: MS solidificado con Phytagel 2.33 g/l, fitorreguladores 0.20 mg/l 6-
BAP + 0.025 mg/l ANA, sacarosa 20 g/l, pH 5.7, (Distribuir 25 ml en cada tubo de ensayo).Se 
deberá esterilizar a 121 °C a 20 lb de presión durante 15 minutos. 
Por medio del estereoscopio eliminar todas las hojas de una en una hasta llegar a los 
primordios foliares, con la ayuda de pinzas y bisturí. 
Extraer el ápice meristemáticos con 2 pares de primordios e inmediatamente colocarlo 
en el tubo de ensayo que contiene el medio nutritivo. 
Incubarlos bajo una iluminación de 2000 luxes, a una temperatura de 25 °C,  un 
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad y a humedad relativa al 20% 
Durante los primeros 7 días de incubación el explante debe permanecer en total 
obscuridad, pasado este tiempo se somete 7 días a luz difusa, luego al fotoperiodo antes descrito 





5.1 Fase de establecimiento  
5.1.1. Formación de brotes por explante. 
Para esta variable se obtuvo un promedio de 1.87 brotes por explante, en el tratamiento 
1 que contenía 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, con la mayor puntuación en cuanto a 
número de brotes, este resultado se atribuye probablemente a la presencia de 6-BAP en el medio 
de cultivo, considerando que incrementa significativamente el número de brotes producidos por 
cada explante en comparación con el tratamiento sin fitohormonas, en el que no se obtuvo 
ningún otro brote más que el establecido inicialmente. 
La presencia de brotes en el tratamiento 1 y 2, está relacionado con la citocinina 6-BAP 
y la auxina ANA, se observó que la combinación de estos fitorreguladores induce la formación 
de brotes en los explantes de “stevia”, de acuerdo a Ramesh et al., (2016) si los niveles de  6-
BAP son bajos, es decir, de 0.1-0.2 mg/l habrá mayor formación de brotes puesto que la alta 
dosis de 6-BAP resulta en una menor cantidad de los mismos.  
En el tratamiento 3 sin fitorreguladores, solamente se observó el desarrollo del ápice 
meristematico establecido inicialmente que se tomó en cuenta como brote, pero no indujo a la 
formación de otros brotes. 
El tratamiento 3 obtuvo un promedio de 0.60 brotes por explante, este hecho podría 
deberse a que naturalmente las plantas generan sus propios compuestos hormonales sintetizados 
en los ápices o en la cofia de la raíz puesto que, son los sitios donde se tiene mayor demanda de 
hormonas ya que son los puntos de crecimiento en las plantas, estos compuestos se encuentran 
en concentraciones muy bajas como para ser suficientes para la técnica de  micropropagación 
in vitro, concordando con Anbazhagan (2010), al obtener una media de 0.20 brotes por explante 
en el tratamiento con ninguna fitohormona en el medio de cultivo, la adición de hormonas 
vegetales en el medio nutritivo es imprescindible.  
El análisis estadístico ANOVA para el número de brotes por explante presento diferencia 




los tratamientos como se muestra en la tabla 9, en el promedio de brotes de los tratamientos que 
se evaluaron T1, T2 y T3, lo que demuestra que las dosis utilizadas de fitorregulador, 
probablemente inciden en la producción de brotes en el explante durante la fase de 
establecimiento. 
Entre los 3 tratamientos se observó que al realizar la prueba DMS de Tukey como se 
muestra en la tabla 10, solo se obtuvo diferencia significativa entre T2 y T3; y T1 y T3 puesto 
que en los tratamientos con fitorreguladores y el que no contenía ningún fitorregulador, existió 
una evidente diferencia en el número de brotes, en los tratamientos con fitorreguladores T1 Y 
T2 no existió diferencia estadísticamente significativa debido a que el número de brotes en los 
promedios fueron muy similares. 
Se observó que el T1 presentaba mejor coloración y forma respecto al T2, siendo el 
primero el más idóneo para la formación de brotes de Stevia rebaudiana B.; así mismo la 
coloración verde intenso muy parecido a la planta en el campo destacando la respuesta positiva 
en el explante, de la absorción de sales del medio nutritivo y los fitorreguladores. En el T2 con 
la dosis más alta de fitorreguladores la coloración fue un verde claro translucido o pálido en 
algunos de los explantes, los tallos y hojas presentaban deformación por hiperhidratacion como 
se muestra en el anexo D. Segun Debergh (1987) niveles altos en los requerimientos especiales 
del cultivo in vitro, como nutrientes (minerales y carbohidratos) y reguladores de crecimiento 
son las principales causas de malformaciones e hiperhidricidad de los brotes. 
5.1.2 Tamaño de brotes por explante. 
En dicha variable no existió diferencia significativa entre los tratamientos con 
fitorreguladores y sin fitorreguladores, los tres tratamientos tuvieron un crecimiento muy similar 
en cuanto a la longitud de los explantes, sin embargo en el Tratamiento 3 se obtuvo el mayor 
promedio de 0.95cm, la importancia de este resultado radica en que a mayor longitud de los 
explantes existe más vigorosidad, por lo que favorece para la continuación de las siguientes 
etapas de  la micropropagación in vitro concordando con Agrobiotecnología (2011), que asegura 
que un explante que posee mayor longitud va a proliferar y a sobrevivir a diferencia de uno que 
muestre poco desarrollo del tallo. 
Probablemente  al combinarse los fitorreguladores estos no inciden significativamente 




diferencia significativa en cuanto a la longitud al combinarse 6-BAP y ANA,  este resultado es 
similar al obtenido por Suárez et al. (2006), en el que se observó una disminución de la longitud 
de los explantes cuando 6-BAP y ANA eran utilizados en el medio de cultivo. 
Así mismo se destaca la disminución de la longitud de los explantes al utilizar altas dosis 
de 6-BAP no produce los mejores resultados concordando con Suarez (2014) que observó que 
los tallos de “stevia” producidos en presencia de 6-BAP se reducían, la cual se agudiza con el 
incremento de la dosis de esta fitohormona. 
En el tratamiento 2 que contenía mayor cantidad de fitorregulador en el medio nutritivo 
0.40 mg/l de 6- BAP + 0.050 mg/l de ANA, se obtuvo un promedio de 0.67 cm, el tamaño menor 
obtenido de los 3 tratamientos, esto podría deberse al requerimiento hormonal de la especie, ya 
que responde de manera poco favorable respecto al crecimiento longitudinal en presencia de 6-
BAP y ANA en dosis alta, como ya se sabe ANA es la fitohormona encargada de la elongación 
celular y por ende el crecimiento longitudinal del explante, sin embargo en combinación con 6-
BAP no mostro los mejores resultados, puesto que dominó el fitorregulador en mayor dosis 
siendo este 6-BAP (Ver fig 13). 
Los explantes sin la presencia de fitorreguladores puesto a prueba en Tratamiento 3, 
responden solamente a los macro y micro nutrientes que contiene el medio de cultivo, así como 
también a las hormonas vegetales que posee naturalmente, esto influyo positivamente en las 
características del explante, teniendo en cuenta que presento una morfología y coloración muy 
similar a como es en campo, como se muestra en el anexo E. 
El análisis estadístico ANOVA para la longitud de los brotes por explante no presento 
diferencia estadísticamente significativa, esto se comprobó mediante el P valor < 0.4584 como 
se muestra en la tabla 10, en el promedio de los tratamientos, debido a que las medias que se 
evaluaron tuvieron una similitud en cuanto a la longitud de los explantes, la presencia o ausencia 
del fitorregulador no fue estadísticamente significativo en el crecimiento de los brotes “stevia”.  
5.1.3 Período de brotación. 
El tratamiento T2 que contenía la mayor dosis fitorregulador, en la segunda semana de 
incubación respondió positivamente en cuanto a la formación de brotes, sin embargo el T1 que 
contenía la mitad de la dosis de fitorregulador en el mismo tiempo,  obtuvo solo la mitad de 




resultados en la formación de brotes, puesto que el tratamiento que contenía la mitad 
fitorregulador formo mayor número de brotes al finalizar el tiempo de incubación, George 
(1993) menciona que concentraciones muy altas de citoquininas pueden causar una cantidad de 
brotes pequeños, que usualmente no se alargan y que en algunas especies presentan una forma 
inusual llegando a ser hiperhídricos.  
A la cuarta semana de cultivo, el explante ya ha utilizado los macro y micro nutrientes 
del medio nutritivo para todos sus procesos fisiológicos como se muestra en el anexo F, así 
mismo el explante ha metabolizado la citocinina 6-BAP que tiene como función el retraso del 
proceso natural de envejecimiento en las plantas, por lo que un subcultivo es requerido a los 30 
días en el caso de “stevia”, esto permite mantener la cantidad necesaria de nutrientes en el 
explante para evitar el estrés del mismo, dicha observación concuerda con Criollo (2011) quien 
manifiesta que mediante la realización de subcultivos se desaceleran los procesos como la 
senescencia en los explantes. 
5.1.4 Protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. 
Al evaluar las variables antes mencionadas se seleccionó el  Tratamiento 1 que contenía  
0.20 mg/l de 6-BAP + 0.025 mg/l de ANA, como el mejor para formular el protocolo de 
establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B., sus criterios de selección fueron: menor 
cantidad de fitorregulador pues reduce los costos, por la mayor formación de brotes, como 






6. Conclusiones  
En la fase de establecimiento los fitorreguladores 6-BAP y ANA estimulan la formación 
y el tamaño de los brotes en los Tratamientos 1 y 2.  
El Tratamiento 2, presento malformaciones por hiperhidricidad en los brotes de “stevia”, 
causado por la dosis alta de fitorreguladores. 
Al evaluar las variables se determinó que la dosis de 6-BAP 0.20 mg/l + ANA 0.025 
mg/l es el mejor tratamiento para el protocolo del establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana 
B. 
Las dosis altas de 6-BAP disminuyen la cantidad de brotes de “stevia”, y las 
concentraciones bajas de 6-BAP inducen a mayor formación de brotes. 
A los 30 días de incubados los explantes de “stevia” se evidencio la falta de nutrientes 

















Realizar tratamientos con los fitorreguladores 6-BAP y ANA para el establecimiento in 
vitro de Stevia rebaudiana B. 
Utilizar el protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B., con las 
dosis de fitorreguladores 0.20 mg/l de 6-BAP y 0.025 mg/l de ANA en su medio de cultivo. 
Se deben realizar subcultivos antes de los 30 días de incubación para evitar la pérdida 
del material por falta de nutrientes en el medio de cultivo. 
Realizar investigaciones de Stevia rebaudiana B. para continuar con la fase de 
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      Anexos
  
 
Anexo A. Ficha de toma de datos para el establecimiento in vitro de “stevia”. 
 
 
Ficha de recolección de  Stevia rebaudiana B., datos de tratamiento ____________________ 
Fecha de evaluación :___________________________N° de evaluación_________________ 
Numero de tubo Numero de brotes por tubo Longitud de brotes por explantes (cm) Tiempo de incubación 
1    
2    
3    
4    
5    
6    
7    
8    
9    
10    
11    
12    
13    
14    
15    
16    
17    
18    
19    
20    
  
 



























Anexo C. Explantes de “stevia” sometidos a un fotoperiodo de 16 horas de luz  y 8 de 





































































































































Anexo G. Tratamiento 1 con 0.20 mg/l de 6-BAP + 0.025 mg/l de ANA en el establecimiento 
in vitro de Stevia rebaudiana B. 
 
